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O mercúrio (Hg) é um elemento metálico que ocorre naturalmente no ambiente, sendo
muito tóxico para os organismos vivos e podendo ter impacto na saúde pública. Segundo
a Organização Mundial de Saúde, o Hg é atualmente uma das dez maiores preocupações
de saúde pública. A intoxicação por este elemento está associada a modificações no ADN e
a diversas patologias como a cegueira, défices neurológicos, defeitos no desenvolvimento
e, em certos casos, pode resultar em morte.
Enquanto modelo biológico, o peixe-zebra possui uma ampla gama de informações
disponíveis, incluindo a sequência total do genoma que apresenta uma homologia signifi-
cativa com o genoma humano, apresentando uma semelhança aproximadamente de 75%.
O objetivo deste estudo foi determinar a concentração de Hg e outros elementos traço
(ex: ferro), nos tecidos/órgãos alvo, passiveis de serem bioacumulados. Esta informação
permite-nos ter algumas indicações dos processos fisiológicos de intoxicação e acumulação
por Hg. Para avaliar os efeitos do Hg, 34 peixes-zebra (Danio rerio) foram expostos durante
7 dias a uma concentração pré definida de HgCl2 (100 µg/L , 200 µg/L e 400 µg/L) e um
tanque de controlo (sem contaminação de Hg), num ensaio semi-estático, onde a cada 24
h se procedeu à renovação do meio.
Após o período de exposição, as amostras foram analisadas por Micro Fluorescência de
raios-X por dispersão em energia (µ-EDXRF), através do espectrómetro M4 TornadoTM da
Bruker, que permite a análise de uma pequena região de 25 µm, através de um micro-feixe
de raios-X com capilares óticos. Esta técnica permite uma análise multielementar e mapas
bidimensionais da distribuição elementar e a quantificação das concentrações de cada
órgão do peixe em específico. Algumas amostras foram analisadas por Espectroscopia de
Emissão Atómica por Plasma Induzido (ICP-AES) de modo a comparar os resultados.
Foram avaliados os efeitos do stress oxidativo causado pela exposição do Hg através
da análise de enzimas antioxidantes (catalase, glutationa-s-transferase) e os danos ao nível
das membranas celulares através da determinação da peroxidação lipídica.




Mercury (Hg) is a metal element that occurs naturally in the environment, being
very toxic to living organisms and which may have a negative impact on public health.
According to the World Health Organization, Hg is one of the 10 chemicals of major public
health concern Hg exposure is associated with DNA damage and various diseases such as
blindness, neurological disorders, defects in development and, in some cases, can result in
death.
As a biological model system, zebrafish has a wide range of information available,
including the total genome sequence which presents significant homology to the human
genome, approximately 75% similarity The aim of this study was to analyze and determine
the target tissue/organs of zebrafish where Hg and other trace elements (ex: iron) have
been bioaccumulated. This information allows us to shed light in the physiological process
of Hg poisoning. To assess the effects of Hg in animals, 34 adult zebrafishes (Danio rerio)
were exposed for 7 days to predetermined concentrations of HgCl2 (100 µg/L , 200 µg/L
and 400 µg/L) and a control tank (no Hg exposure), in a semi-static assay where every 24
h the media in the tanks was renewed and contaminated again.
Zebrafish tissue samples were analyzed by Micro Energy Dispersive X-ray Fluores-
cence Technique (µ-EDXRF) using the M4 TornadoTM spectrometer by Bruker, which
features a polycapillary X-ray lens allowing a beamsize of only 25 µm. This technique al-
lows us to have a multi elemental analysis as well as bidimensional maps of the elemental
distribution within the fish organs and also allows quantification of the concentrations of
each organ of the fish. Some samples were also analyzed by Inductively Coupled Plasma
Atomic Emission Spectroscopy (ICP-AES) in order to compare the results.
The effects of the oxidative stress caused by exposure to Hg were evaluated threw
stress biomarkers (catalase, glutathione S-transferase) and lipid peroxidation as indicators
of cellular damage.
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LISTA DE ACRÓNIMOS E SIGLAS
Hg2+ Ião mercúrico
HgCl2 Cloreto de mercúrio
Hgo Mercúrio metálico
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K Camada eletrónica com o número quântico principal (1)
K Potássio
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Kβ Segundas riscas mais intensas da série K do espectro descontínuo de raios-X
Ki Fator calibração experimental
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Os metais diferem das outras substâncias tóxicas, pois não são nem criados nem
destruídos pelo Homem [1]. Dentro deste grupo de elementos existe um subgrupo de
grande importância, os metais pesados, tendo como exemplos, o Arsénio (As), Mercúrio
(Hg) e o Cádmio (Cd), que apresentam uma densidade relativamente elevada e são
altamente tóxicos a uma concentração reduzida. A toxicidade pode-se definir como um
conjunto de efeitos adversos ou nocivos produzidos por uma substância quando interage
com um organismo vivo [2].
A poluição tornou-se uma séria ameaça, sendo esta prejudicial não só à saúde pública,
mas também ao ambiente. Os metais pesados libertados para o ambiente através da
atmosfera pela erosão do solo, pelos resíduos domésticos/ industriais e outras atividades
humanas podem contaminar os ecossistemas, e em particular os ecossistemas aquáticos,
podendo afetar o equilíbrio ecológico e a diversidade das espécies aquáticas. Tendo em
conta que estes elementos são os principais poluentes para os organismos aquáticos,
a principal fonte de exposição de Hg e As para o Homem ocorre através do consumo
de peixe contaminado. Estes elementos são tóxicos uma vez que se bioacumulam nos
organismos vivos, isto é, ocorre o aumento da concentração de uma substância tóxica no
organismo ao longo do tempo em comparação com a concentração da mesma no ambiente
[2]. Assim, a poluição por metais pesados é um dos maiores problemas para a saúde do
Homem, em particular aqueles cuja dieta principal é à base de produtos de pesca. Por
exemplo, peixes como a cavala, tubarão e espadarte apresentam elevados níveis de Hg, em
contraste com o atum processado, camarão, salmão e vieiras que apresentam concentrações
reduzidas de Hg [3]. No entanto, estes metais também podem ser prejudiciais para a saúde
humana através de outras vias de absorção, como a ingestão oral direta, a inalação e a
absorção dérmica [4].
Segundo a Agência de Proteção Ambiental (conhecida pelo acrónimo EPA de "Envi-
ronmental Protection Agency") dos EUA, o As, Cd, Pb e Hg são considerados os metais
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pesados mais tóxicos para o Homem e para o ambiente [2] e, segundo a Organização
Mundial de Saúde (OMS), o Hg é atualmente uma das dez maiores preocupações para
a saúde pública [5]. A intoxicação por parte deste elemento pode causar danos severos
na saúde humana provocando diversas patologias como a cegueira, disartria, défices
neurológicos, defeitos no desenvolvimento e em certos casos pode resultar em morte.
No presente estudo procedeu-se à exposição de peixes-zebra (Danio rerio) através da
água com Hg. Os ensaios de exposição decorreram no Biotério do Departamento de Ciên-
cias e Engenharia do Ambiente da Faculdade de Ciências e Tecnologia da Universidade
Nova de Lisboa (FCT-UNL) com a finalidade de analisar a distribuição elementar do Hg e
outros elementos traço, de modo a analisar a distribuição nos tecidos alvos e proceder à sua
quantificação após a exposição. Para tal, foram utilizadas duas técnicas de análise elemen-
tar: a técnica de Fluorescência de raios-X (XRF) e a técnica de Espectroscopia de emissão
atómica por plasma induzido (ICP-AES), tendo a última técnica o intuito de confirmar
e/ou complementar os resultados da primeira. Estas técnicas permitem a determinação
da quantificação elementar e composição dos elementos presentes na amostra.
Neste contexto é possível encontrar na literatura vários estudos que mostram que a
técnica de XRF apresenta múltiplas vantagens sobre outros métodos analíticos e, possibilita
assim, a análise elementar em amostras biológicas [6].
Aldroobi et al. [7] recorreram à técnica de XRF para determinar a concentração de As e
Hg no cabelo humano de 100 residentes de Penang, Malásia. O cabelo geralmente contém
elevadas concentrações de metais em relação a outras amostras, como a urina ou sangue.
A concentração destes elementos tóxicos depende da exposição ambiental a que estão
sujeitos. Os resultados obtidos foram comparados com resultados semelhantes de outros
países e, concluíram que a concentração de ambos os elementos não diferem de outros
valores reportados de outras regiões do mundo.
O estudo de Carvalho et al. [8] consistiu na quantificação de certos elementos em
tecidos cancerígenos e saudáveis. Elementos como o Be, Cr, Co, Ni, As, Cd, Sb, Pb, Hg
e Pt são considerados cancerígenos. Estudos comparativos entre diferentes técnicas de
fluorescência de raios-X em diferentes tecidos humanos revelaram a mesma tendência em
acumular elementos como o P, S, K, Ca, Fe e Cu em tecidos cancerígenos e uma diminuição
na acumulação de Zn e Br. Estes estudos concluíram que dependendo do tipo tecido (i.e.,
cólon, mama e útero) ocorrem diferentes concentrações elementares em tecidos malignos
comparados com os saudáveis.
Madakovic el al.[9] determinaram a concentração de metais pesados em maxilares
e dentes de um conjunto de peixes adultos (Sparus aurata e Diplodus sargus) através da
técnica de XRF, ICP-AES para fins de biomonitorização e estudos ecológicos.
A biocumulação de metais pesados nos tecidos moles de organismos marinhos pode
refletir indiretamente a distribuição como a quantidade dos poluentes presentes no ecos-
sistema e, deste modo, estes tecidos devem ser utilizados para monitorização de poluentes
ambientais. Os resultados obtidos neste estudo confirmam que, além da análise por
ICP-AES, a análise por XRF permite concluir informações adicionais relativamente a
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concentração de elementos tóxicos presentes no ambiente.
Paralelamente analisaram-se algumas respostas bioquímicas causadas pela exposi-
ção ao Hg através da determinação de enzimas antioxidantes (catalase, glutationa-s-
transferase) e da peroxidação lipídica. Por outro lado estudou-se o efeito do Hg como
potencial desregulador endócrino, através da determinação dos níveis da proteína vitelo-
genina. Para além disso, a determinação desta proteína permitiu diferenciar o sexo dos
animais.
Deste modo, o estudo realizado é extremamente importante na caracterização da
bioacumulação deste elemento em seres vivos e é possível a extrapolação dos resultados
para outras espécies vertebrados superiores, contribuindo para um maior conhecimento e














O Hg é o único metal líquido à temperatura ambiente que ocorre, não só antropo-
genicamente, mas também naturalmente no ambiente, em diferentes formas químicas
e físicas, todas as quais produzem efeitos tóxicos em doses elevadas em vários órgãos
como o cérebro, rins, pulmões, sobre o sistema digestivo, nervoso e imunitário [11]. Este é
considerado um dos principais poluentes ambientais e tem sido utilizado abundantemente
na medicina, agricultura e indústria [12].
2.1.1 Principais formas de mercúrio
No ambiente existem três formas principais de Hg: Hg elementar, compostos inorgâni-
cos de Hg e compostos orgânicos de Hg [13]. Encontram-se em um dos três estados de
oxidação, cada um com um grau de toxicidade específico. No estado de oxidação nula
(Hgo), o Hg elementar existe sob a forma metálica líquida ou como vapor, apresentando
baixa viscosidade e alta densidade, alta condutância elétrica, sendo assim muito utilizado
em equipamentos elétricos e dispositivos científicos [12].
As duas principais formas de Hg inorgânico são o ião mercuroso (Hg+) ou o ião
mercúrico (Hg2+), também designadas como sais de Hg inorgânico [11, 14, 15]. Os sais
de Hg são mais solúveis em água e apresentam maior toxicidade que o Hg elementar. O
ião mercúrico pode formar compostos orgânicos, tais como metilmercúrio, etilmercúrio,
fenilmercúrio ou dimetilmercúrio, pela ação de microrganismos do solo e da água [11, 15,
16]. O Hg orgânico é a forma mais tóxica de Hg para a saúde humana e o metilmercúrio
(MeHg) apresenta um elevado risco através do peixe consumido [3]. Entre os compostos
de Hg orgânico, o dimetilmercúrio é o mais tóxico, podendo causar morte com apenas
uma gota sobre a pele, ou mesmo, sobre luvas de látex [17].
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As diferentes formas de Hg determinam os meios de exposição, os mecanismos de ab-
sorção, de distribuição, de bioacumulação e os respetivos tecidos alvo e consequentemente
os efeitos na saúde [12].
2.1.2 Principais vias de exposição
A libertação de Hg processado pode gerar um aumento da quantidade de Hg atmos-
férico, que ao entrar nos ciclos de distribuição de água do solo pode permanecer em
circulação durante anos. Devido à contaminação dos solos, passa a existir a possibilidade
do Hg entrar na cadeia alimentar e, uma vez na cadeia alimentar, ocorre bioacumulação
causando diversos efeitos na saúde humana [17]. A figura 2.1 apresenta as possíveis vias
de exposição através das quais os seres humanos estão expostos ao Hg.
Figura 2.1: Esquema ilustrativo das principais vias de exposição do Hg (adaptado de [3]).
A exposição ao Hg elementar no seu estado gasoso pode ser proveniente de diversas
fontes nomeadamente de atividades vulcânicas, atividades de mineração, incineração de
resíduos industriais e médicos, erosão natural da crosta terrestre, vaporização a partir
de amálgamas dentárias, enquanto que a exposição no estado líquido deve-se a vários
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dispositivos científicos, como termómetros, barômetros, produtos farmacêuticos, baterias,
amálgamas dentárias e espelhos [12, 15, 17]. Outra fração significativa da absorção do
Hg dá-se pela utilização de compostos de Hg inorgânico na indústria cosmética, em
antissépticos, anti bacterianos e pigmentos de tintas [15].
Quanto ao Hg orgânico, a sua forma mais comum é MeHg sendo esta a maior fonte
de Hg orgânico presente nos ecossistemas. É transportado através da água devido à sua
fraca solubilidade e facilmente absorvido por microrganismos, invertebrados e outros
animais da cadeira alimentar. Para além de se bioacumular nos organismos vivos, o Hg
vai sofrer bioamplificação ao longo da cadeia alimentar observando-se em concentrações
mais elevadas no topo da cadeia alimentar. Deste modo, a principal via de exposição para
o Homem destes compostos ocorre por ingestão de alimentos contaminados com MeHg
[11, 15, 17].
2.1.3 Interações no organismo
O Hg elementar é fracamente absorvido por ingestão e absorção dérmica e, deste modo
a sua principal via de absorção é por inalação de vapor de Hg. Neste processo, 80% do
Hgo é retido e rapidamente absorvido através das membranas dos alvéolos pulmonares,
difundido na corrente sanguínea (tendo em conta que é um gás monoatómico, sem carga
e lipossolúvel) e distribuído para todos os órgãos do corpo humano [11]. O Hg elementar
presente na corrente sanguínea pode ser oxidado nos glóbulos vermelhos originando Hg
inorgânico (Hg++). Esta oxidação ocorre pelo peróxido de hidrogénio e devido à enzima
catalase [15]. Embora o Hg oxidado não apresente a capacidade de atravessar a barreira
hematoencefálica, o vapor de Hgo permanece tempo suficiente na corrente sanguínea para
uma quantidade significativa atravessar a barreira hematoencefálica e depositar-se no
cérebro antes de ser oxidado [12]. Após depositar-se no cérebro, este pode ser oxidado
acumulando-se neste órgão durante longos períodos de tempo (cerca de 20 anos). Por
outro lado, a exposição por ingestão é baixa, inferior a 0.01% da dose ingerida, sendo
assim pouco absorvida no trato gastrointestinal [11, 16]. O Hgo inalado por uma mulher
grávida tem a capacidade de atravessar facilmente a placenta embrionária, resultando
então num elevado risco de exposição para o feto [16]. Deste modo, a inalação de vapor
de Hg é muito mais perigosa comparativamente com a ingestão de Hg líquido. Este tem
como principais tecidos alvos o córtex renal, fígado e especialmente o cérebro ocorrendo
biocumulação nestes tecidos [17].
Os sais de Hg, como o cloreto de mercúrio (HgCl2) apresentam uma toxicidade su-
perior ao Hg elementar e são absorvidos principalmente pelo trato gastrointestinal [11,
17]. Em comparação com o Hg elementar, estes não conseguem atravessar a barreira
hematoencefálica e a placenta devido à sua fraca lipossolubilidade, provocando um dano
neurológico menor [15]. Após a ingestão destes compostos, apenas 10% a 15% é absorvido
pelo trato gastrointestinal nos adultos, podendo a absorção ser mais elevada em crianças
[15].
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O rim é o principal órgão de bioacumulação de sais de Hg inorgânico provocando
danos sobre o mesmo [16].
Relativamente ao Hg orgânico e, como já foi referido anteriormente, a principal via
de exposição é o consumo de alimentos contaminados com MeHg, consequentemente,
a principal via de absorção desta forma de Hg é por ingestão. De todo o Hg absorvido
no corpo cerca de 95% é absorvido no trato gastrointestinal. De seguida é transportado
para os rins onde ocorre a distribuição de MeHg para todos os tecidos do corpo humano
[15]. Após ingestão de doses elevadas, apresenta toxicidade para o cérebro, rins e sistema
imunológico. Este composto é neurotóxico e consegue atravessar tanto a barreira hemato-
encefálica como a placenta, sendo extremamente tóxico para a pessoa exposta [13].
A semi-vida biológica das diferentes formas de Hg depende da espécie, sexo, dose e
idade (as crianças apresentam maior taxa de absorção). Ainda assim, foi estimado que o
MeHg demora cerca de 70 a 80 dias a ser eliminado, o Hg elementar cerca de 60 dias e
compostos inorgânicos de Hg entre 1 a 2 meses [18].
A excreção de Hg ocorre principalmente através de excreção urinária e fecal e através
da respiração, suor e saliva, ainda que em quantidade menor [16]. Contudo, depende das
diferentes formas de Hg, dose e duração da exposição [11].
2.1.4 Toxicidade
A intoxicação por Hg irá depender da duração da exposição, isto é, se for uma expo-
sição aguda ou crónica. Uma exposição aguda tem duração inferior a 24 horas por uma
única ou múltiplas exposições. Relativamente à exposição crónica, é uma exposição de
doses repetidas num período de tempo prolongado (superior a 3 meses).
Uma exposição aguda em doses elevadas de sais de Hg inorgânico pode provocar dor
no peito, coloração acinzentada da mucosa oral associada a um gosto metálico, disfun-
ção renal e pode causar vómitos, diarreia, náuseas e dor abdominal como resultado da
ulceração gastrointestinal, ou possível perfuração [17]. Por serem corrosivos, estes são
irritantes, causando dermatite, descoloração das unhas, corrosão das membranas mucosas
e queimaduras.
Altas doses de vapor de Hg associadas a uma exposição aguda causam graves danos
nos pulmões, nomeadamente, hipóxia, podendo levar mesmo à morte. Também provocam
toxicidade no sistema nervoso central (SNC), com sintomas tais como, tremores, perda de
memória, parestesias, reflexos retardados e visão turva, sendo estes sintomas geralmente
reversíveis [12, 18].
Por outro lado, uma exposição crónica a sais Hg inorgânico origina toxicidade a
nível dos rins, provocando poliúria e, assim, proteinúria que pode evoluir para síndrome
nefrótica em casos graves [12].
Após uma exposição crónica ao vapor de Hg resulta principalmente em efeitos neuro-
lógicos a nível do SNC. Os sintomas podem incluir insónia, estomatite, alucinações, dor
de cabeça, entre outros [15]. Também pode afetar o sistema renal (proteinúria ou síndrome
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nefrótica), sistema imunitário, que pode resultar numa diminuição da resistência a infe-
ções, cancros e desenvolvimento de auto imunidade [12]. Em crianças, a exposição crónica
ao vapor de Hg e a sais Hg inorgânico pode provocar acrodinia (conhecida como "pink
disease").
O desastre ambiental perto da baía de Minamata no Japão (1953-1956) é um dos maio-
res exemplos da exposição crónica ao Hg orgânico devido a ingestão de peixe contaminado
por MeHg. Os danos neurológicos tornaram-se extremamente evidentes, especialmente
no caso de exposição durante a gravidez. Ocorreram diversas patologias, como deficiên-
cia mental, cegueira, paralisia cerebral, surdez, convulsões, disartria e deformações nos
membros. Nos dias de hoje, a maior preocupação na exposição crónica de doses baixas de
MeHg são os possíveis efeitos neurotóxicos [15].
O mecanismo principal de toxicidade de Hg está relacionado com a sua grande afi-
nidade para grupos tiol (-SH) ou sulfidrilo o que leva a alterações na permeabilidade da
membrana, na estrutura macromolecular e danos no ADN. Além disso, o Hg provoca
stress oxidativo e disfunção mitocondrial [17].
Alguns compostos presentes na urina fazem desta o biomarcador mais adequado para
exposições prolongadas de Hg elementar e inorgânico. A semi-vida biológica do Hg no
sangue é de 3 dias, pelo que, recomenda-se que a análise ao sangue seja realizada logo
após a exposição [16]. Deste modo, o sangue é muito utilizado em casos de exposição de
curto prazo. Tendo em conta que a maioria dos métodos analíticos não consegue distinguir
Hg orgânico de inorgânico, a concentração de Hg encontrada no sangue é, deste modo, a
concentração total [16].
Em suma, e tendo em conta o número de órgãos e funções celulares que são afetados
pela exposição das diferentes formas de Hg, pode dizer-se que este é extremamente
prejudicial para a saúde pública.
2.2 Peixe-zebra (Danio rerio)
2.2.1 Modelo biológico
Para um organismo ser considerado como modelo biológico deverá apresentar vanta-
gens técnicas, de modo a facilitar o estudo dos efeitos, processos e mecanismos biológicos
envolvidos num contexto de ensaio experimental. Além disso, deverá possuir caraterísti-
cas possíveis de serem generalizadas e, assim, representar um grupo maior de organismos.
Ambos os argumentos são válidos e aplicam-se aos peixes-zebra, sendo uma espécie
validada e padronizada para a realização de ensaios biológicos, de baixo custo e de fácil
manutenção em condições laboratoriais [19].
Os peixes-zebra exibem caraterísticas fisiológicas semelhantes a outros vertebrados,
possuindo cerca de três centímetros de comprimento no estado adulto e no estado larvar
atingem entre um a quatro milímetros, facilitando o manuseamento dos mesmos [20]. De
entre todas as vantagens técnicas desta espécie como organismo modelo, é de salientar a
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sua fácil manutenção, a curta duração dos ensaios, a alta fecundidade (alguns reprodutores
podem gerar aproximadamente 100 a 300 embriões por semana), a facilidade de observação
e manipulação, morfologia precoce e a informação genética disponível, uma vez que
esta espécie apresenta o genoma totalmente sequenciado, apresentando uma homologia
significativa com o genoma humano (cerca de 75% ) e disponível em bases de dados de
acesso gratuito (ex: ZFIN, The Zebrafish Server). Um grande número destes peixes pode
ser alojado e mantido em instalações relativamente pequenas, possibilitando a redução
dos custos de manutenção e cultura [10, 19, 20].
O peixe-zebra, enquanto modelo biológico, permite a realização de ensaios de toxici-
dade seguindo normas pré-estabelecidas e padronizadas e que possibilitam a extrapolação
dos resultados para outras espécies de vertebrados superiores, incluindo o Homem [21,
22, 23].
Os ensaios de toxicidade são realizados através da exposição dos animais a agentes
químicos ou outros contaminantes. Geralmente a exposição a estes agentes pode ser feita
através da água, via alimentação ou por injeção intra-muscular ou intraperitoneal. Na
exposição via água, o(s) agente(s) a testar são adicionados à água onde se encontram os
animais, numa concentração previamente determinada. De um modo geral, as principais
vias de entrada são as brânquias e o trato gastrointestinal. Ao comparar com testes
toxicológicos em outros organismos biológicos, os estudos demonstram que podem ser
utilizados em cada ensaio números estatisticamente significantes de peixes-zebra e são
necessárias quantidades reduzidas de tóxico [21]. No entanto, além de serem utilizados
como um organismo modelo para testes de toxicidade em vertebrados, também são
utilizados como uma espécie para ensaios ecotoxicológicos sendo possível determinar
os efeitos dos produtos químicos em peixes sobreviventes, o crescimento, reprodução e,
assim, originar critérios de qualidade da água [19].
O peixe-zebra continua a ser um organismo modelo relativamente pouco usado mas
apresenta um grande potencial ainda por explorar [10]. Com o avanço da investigação
dos efeitos toxicológicos ao nível genético nesta espécie e a comparação com as bases de
dados genómicos existentes, permitirá a extrapolação dos resultados para outras espécies
vertebrados superiores, incluindo o Homem.
2.2.2 Anatomia
De um modo geral pode dizer-se que o peixe-zebra e os mamíferos apresentam grandes
semelhanças a nível anatomofisiológico e molecular [10]. O desenvolvimento de órgãos
como o coração, cérebro, fígado, pâncreas, rim, intestino, ossos, músculos, sistema nervoso
e órgãos sensoriais, inicia-se 120 h após a fertilização, como se pode observar na figura 2.2
[21].
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Figura 2.2: Esquema ilustrativo do desenvolvimento do peixe-zebra às 6 horas, 24 horas e
120 horas após fertilização (adaptado de [21]).
O coração é o primeiro órgão a desenvolver-se, e o sistema cardiovascular é totalmente
funcional apresentando complexos canais de iões e processos metabólicos. Apesar de os
peixes-zebra e os mamíferos diferirem na estrutura do coração, possuem características
funcionais muito semelhantes. Isto é, o sangue flui do ventrículo para a veia aorta onde
ocorre distribuição para todo o corpo, existem válvulas que só permitem o sangue fluir
num único sentido e o ritmo cardíaco é regulado por um sistema elétrico [21].
Os embriões dos peixes-zebra são relativamente transparentes na fase embrionária bem
como no início da fase adulta; uma característica que facilita a observação direta de órgãos
internos por microscopia ótica. Durante a organogénese, os embriões são permeáveis a
pequenas moléculas e a tóxicos, proporcionando uma via fácil para a administração do
tóxico [10].
Tendo em conta ser possível realizar testes in vitro com células de culturas, de modo
a avaliar os potenciais efeitos tóxicos de uma substância, estes não são ideais, uma vez
que os resultados não têm em conta processos metabólicos, de absorção, distribuição ou
excreção [21].
Contudo, os peixes-zebra como modelo biológico apresentam certas desvantagens.
Especificamente, a falta de certos órgãos de mamíferos como os pulmões, a próstata, a pele
e glândulas mamárias, refletindo a sua distância relativa na árvore evolutiva de humanos.
No entanto, esta lacuna é contrabalançada por várias vantagens já referidas. Além disso, a
sequenciação do genoma do peixe-zebra facilitou a abordagem genética para modelar a
fisiopatologia humana [10].
Nas figuras 2.3 e 2.4 mostram-se cortes histológicos representativos da anatomia de
Danio rerio (fêmea e macho) adultos.
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Figura 2.3: Corte histológico de uma fêmea adulta de Danio rerio (adaptado de [24]).
Legenda: a-olho, b-brâquias, c-coração, d-intestino, e-fígado, f-gónadas (ovários), g-bexiga
natatória.
Figura 2.4: Corte histológico de um macho adulto de Danio rerio (adaptado de [24]).
Legenda: a-brânquias, b-coração, c-intestino, d-gónadas (testículos), e-bexiga natatória,
f-cérebro.
2.2.3 Acumulação de Hg nos tecidos alvos
Metais pesados, como o Hg, apresentam diferentes afinidades para os vários órgãos
dos peixes e, assim, diferentes tecidos alvo. A sua concentração no tecido alvo, não está di-
retamente relacionada com a exposição a esses metais, mas sim aos processos metabólicos
e funções dos vários órgãos. As brânquias estão em contacto direto com a água envolvente
e com os materiais suspensos e, deste modo, são o primeiro órgão a ser exposto apresen-
tando níveis significativos de interação com os iões metálicos. Estas possuem diversas
funções fisiológicas como osmorregulação e trocas gasosas. Devido a estas funções, as
brânquias são de extrema importância na troca entre os metais presentes no ambiente e
os organismos expostos. No fígado também se encontram elevadas concentrações de Hg,
pois este tem a capacidade de armazenar o metal das águas envolventes, sendo portanto o
indicador ambiental de poluição externa mais comum. Em comparação com as brânquias,
fígado e rins, os músculos apresentam concentrações reduzidas dos metais, indicando
assim que estes não são tecidos alvo para bioacumulação [25, 26].
2.3 Biomarcadores
Biomarcadores ou marcadores biológicos são substâncias que funcionam como me-
didores de alterações induzidas por exposições a xenobióticos. Existem três tipos de
biomarcadores: os de exposição, de suscetibilidade e de efeito. Neste estudo utilizaram-se
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biomarcadores de efeito, nomeadamente de stress oxidativo [27].
O stress oxidativo é a resposta biológica dos organismos marinhos quando expostos a
variados fatores ambientais como a temperatura ou contaminações provenientes da indús-
tria, nomeadamente os metais pesados [28]. Este resulta da produção excessiva de espécies
reativas de oxigénio (ROS) em relação à formação de agentes de defesa antioxidantes,
sendo estes insuficientes para combater os efeitos prejudicais dos ROS. De modo a lidar
com o stress oxidativo, os organismos marinhos produzem enzimas antioxidantes que
neutralizam os ROS, como por exemplo, a catalase, glutationa-S-transferase e peroxidase,
sendo estas uma importante defesa biológica contra o stress oxidativo. Contudo, quando
a produção destas enzimas não é suficiente e o stress é severo, os organismos podem
sofrer degradação do ADN, morte celular e peroxidação lipídica [29]. Estudos recentes
demonstram que a produção excessiva de ROS (provocando stress oxidativo) é a resposta
a um mecanismo de toxicidade importante em organismos expostos a uma variedade de
xenobióticos [30].
2.3.1 Enzimas antioxidantes
Neste estudo utilizaram-se vários biomarcadores de stress oxidativo que serão descri-
tos em detalhe de seguida, nomeadamente a glutationa-S-transferase (GST) e a catalase
(CAT).
2.3.1.1 Glutationa-S-Transferase (GST)
A GST pertence a um grupo de enzimas com um papel muito importante na biotrans-
formação e eliminação de xenobióticos, apresentando também alguma capacidade de
defesa contra o stress oxidativo [31]. Esta enzima protege as células dos agentes tóxicos
através da ligação do grupo tiol (-SH) da glutationa (G-SH) a substratos dos xenobióticos
e, assim, proteger contra os efeitos tóxicos dos compostos [32].
A atividade da GST está presente na maioria dos tecidos dos mamíferos, particular-
mente no fígado, que é fundamental no processo de desintoxicação.
2.3.1.2 Catalase (CAT)
A CAT é uma enzima antioxidante presente na maioria das células aeróbicas, envolvida
no processo de desintoxicação do peróxido de hidrogénio (H2O2), uma ROS. Tal como




catalase→ 2H2O + O2 (2.1)
Os valores mais elevadores de CAT encontram-se presentes no fígado, rins e nos
eritrócitos.
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2.3.2 Peroxidação Lipídica como marcador de stress oxidativo
A peroxidação lipídica define-se como a degradação de lípidos em função de danos
oxidativos constituindo um biomarcador muito útil de danos nas membranas celulares
causados por stress oxidativo. Ocorre a remoção de eletrões aos lípidos por parte dos
ROS, danificando as células, frequentemente nas membranas celulares. O Malondialdeído
(MDA) é um composto resultante da peroxidação lipídica e muito sensível ao dano
oxidativo nas células [30].
Deste modo, a quantificação de MDA é um bom indicador dos efeitos do stress
oxidativo nas células, sendo usualmente determinada através da reação com o ácido
tiobarbitúrico (TBA) [33].
2.3.3 Vitelogenina (VTG)
Foi estudado o efeito do Hg, como potencial desregulador do sistema endócrino. Para
tal procedeu-se à determinação da proteína VTG. Esta é uma fosfoproteína sintetizada
pelo fígado das fêmeas de ovíparos durante a ovogênese. Após ser produzida no fígado é
transportada pela corrente sanguínea até os ovários, onde, é utilizada como precursora de
reservas nutricionais para o desenvolvimento de embriões [34, 35]. No entanto, os machos
são capazes de sintetizar esta proteína na presença de estrogénio [35]. Para além disso,
a avaliação dos níveis desta proteína também permitiu uma identificação inequívoca do
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3.1 Técnica de Fluorescência de Raios-X (XRF)
Os raios-X são fotões com comprimentos de onda reduzidos, entre 0.005 a 10 nm
(aproximadamente gama de energias entre 0.125 a 125 keV) [36], descobertos por Wilhelm
Conrad Röntgen em 1985, na Universidade de Würzburg [37].
A partir de um feixe de raios-X e na sequência de um processo de ionização, os
elementos presentes na amostra emitem riscas espectrais com energias características de
cada elemento e cujas intensidades estão relacionadas com a concentração dos elementos
presentes na mesma [8, 38].
Esta técnica consiste na determinação do espectro de raios-X característicos, emitido
pelos elementos constituintes da amostra e permite obter informações qualitativas e
quantitativas da composição elementar da amostra.
3.2 Produção de raios-X
A produção de raios-X pode ser efetuada por vários mecanismos, nomeadamente, por
desaceleração de partículas carregadas, como eletrões, protões, partículas alfa, ou por
transições eletrónicas nas camadas internas dos átomos.
O primeiro mecanismo designado de radiação de travagem ou de Bremsstrahlung, é
produzido através da desaceleração de partículas carregadas acompanhada com uma
perda de energia, devido à brusca mudança de direção das mesmas na vizinhança dos
núcleos atómicos. Resultando assim na emissão de um espectro contínuo de radiação [39].
O segundo mecanismo diz respeito a transições eletrónicas, em que ocorre interação
entre um fotão incidente e um eletrão ligado. Um eletrão das camadas eletrónicas mais
internas pode ser ejetado do átomo, gerando, deste modo, uma lacuna na estrutura
eletrónica. Esta lacuna é preenchida por um eletrão das camadas eletrónicas mais externas.
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De modo a retornar ao seu estado fundamental emite um fotão de raios-X com energia
igual à diferença de energia entre as camadas eletrónicas envolvidas na transição. Se a
lacuna for na camada K, estas transições definem-se como Kα,β.., ou seja as transições são
designadas dependendo da camada onde se encontra a lacuna e da camada onde resulta o
eletrão que a irá preencher [40], tal como se observa na figura 3.1.
Figura 3.1: Esquema ilustrativo das transições eletrónicas possíveis no átomo (adaptado
de [40]).
A radiação emitida é bem definida para cada elemento já que depende da estrutura
eletrónica que é caraterística de cada elemento. Este tipo de radiação, denominada de
fluorescência, constitui a componente discreta do espectro de emissão de raio-X. A radiação
de fluorescência e a radiação de Bremsstrahlung encontram-se representadas na figura
3.2. A fluorescência de raios-X possibilita a determinação da composição dos elementos
presentes na amostra, permitindo deste modo uma análise qualitativa e quantitativa.
Figura 3.2: Esquema ilustrativo do espectro de emissão de raios-X (adaptado de [41]).
Também pode ocorrer transições eletrónicas em que não ocorre a emissão de um
fotão, principalmente no caso de elementos de baixo Z. No entanto, pode ocorrer a ejeção
de um eletrão do átomo, sendo este designado de eletrão de Auger. O rendimento de
fluorescência pode-se definir como a razão entre o número de fotões ou eletrões Auger
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emitidos numa dada camada (por exemplo na camada K) e o número de átomos ionizados
nessa mesma camada [39]. A figura 3.3 mostra o rendimento de fluorescência das camadas
eletrónicas ( K, L) em função do número atómico Z. É notório o baixo rendimento para
elementos leves ou seja, a emissão de eletrões Auger, é favorecida sobre a emissão de
fotões para elementos de baixo Z [39].
Figura 3.3: Esquema ilustrativo do rendimento de fluorescência em função do número
atómico Z e das camadas eletrónicas K e L (adaptado de [36]).
3.3 Interação com a matéria
Existem três principais interações quando um feixe de raios-X entra em contacto com
a matéria, nomeadamente, o efeito fotoelétrico, a dispersão de Compton e a dispersão
de Rayleigh. Quando um feixe de raios-X incide numa dada superfície, uma fração será
transmitida, outra absorvida (produzindo radiação de fluorescência e/ou Auger) e, por
último, uma fração será dispersa. Os efeitos de dispersão dependem se a interação é
elástica ou inelástica [36].
Tanto o processo de absorção fotoelétrica como os efeitos de dispersão vão contribuir







d é a espessura da amostra;
µ é o coeficiente linear de absorção do material da amostra (cm−1);
µ/ρ é o coeficiente mássico de absorção do material da amostra (cm2/g);
I0 é a intensidade do feixe inicial;
I é a intensidade do feixe depois de atravessar a amostra;
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3.3.1 Absorção fotoelétrica
O processo de absorção fotoelétrica é um processo físico no qual um fotão incidente
(nesta técnica proveniente de uma fonte de raios-X [40]), interage com um eletrão e
transmite-lhe toda a sua energia. Desta forma, o eletrão designado fotoeletrão, é ejetado do
átomo provocando a ionização deste [44]. Para que este processo ocorra, a energia mínima
do fotão incidente deve ser superior à energia de ligação do eletrão [42], e o fotoeletrão
é ejetado com energia igual à diferença entre a energia do fotão incidente e a energia de
ligação do eletrão [44]. Este processo encontra-se ilustrado na figura 3.4.
Figura 3.4: Esquema ilustrativo do átomo para o efeito fotoelétrico, onde K, L, M, N diz
respeito às camadas eletrónicas (adaptado de [38]).
A probabilidade deste processo ocorrer diminui com o aumento da energia do fotão,
sendo nula quando a energia do fotão é menor que a energia do eletrão e máxima quando
as energias são iguais aumentando em função do número atómico Z [39].
3.3.2 Dispersão Rayleigh
No caso de ocorrer uma interação elástica, isto é, não haver perda de energia no
processo de colisão, esta dispersão tem o nome de dispersão coerente ou dispersão de
Rayleigh. Como não há troca de energia envolvida, o comprimento de onda da radiação
dispersa é exatamente o mesmo que a do feixe incidente, não sendo possível a excitação do
átomo [45]. Este efeito resulta da interação entre o fotão incidente e os eletrões fortemente
ligados do átomo. Diz-se que a dispersão é coerente, tendo em conta que é um fenómeno
cooperativo envolvendo todos os eletrões do átomo [44].
A dispersão de Rayleigh ocorre, principalmente, para fotões de baixas energias ou
para alvos com eletrões altamente ligados, que é o caso dos eletrões das camadas internas
com elevado número atómico Z [46].
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3.3.3 Dispersão Compton
Na dispersão inelástica, o fotão pode ceder parte da sua energia durante a colisão. Esta
dispersão é chamada de dispersão incoerente ou dispersão de Compton. Um fotão colide
com um eletrão "fracamente"ligado (a energia de ligação é muito menor que a energia
do fotão incidente) de uma camada eletrónica exterior e, o eletrão é ejetado, removendo
assim uma pequena fração de energia do fotão incidente, que é então defletido com a
correspondente perda energia, ou aumento do comprimento onda [45]. A energia do
eletrão depende da energia do fotão incidente e do fotão defletido, enquanto que a energia
do fotão disperso depende não só da energia do fotão incidente, bem como do ângulo que
faz a radiação dispersa com a radiação incidente [44]. A dispersão de Compton aumenta
com a energia dos fotões incidentes e com a diminuição do número atómico Z [46]. Este
efeito encontra-se representado na figura 3.5.
Figura 3.5: Esquema ilustrativo do átomo para a dispersão incoerente ou dispersão de
Compton (adaptado de [36]).
Ambos os efeitos de dispersão não contribuem para a identificação dos elementos da
amostra em estudo, contudo, são responsáveis pelo aumento da radiação de fundo [46].
3.4 Fluorescência de raios-X por Dispersão em Energia (EDXRF)
O método de fluorescência de raios-X por dispersão em energia (conhecido pelo acró-
nimo EDXRF do inglês "Energy-dispersive X-ray fluorescence"), possui várias vantagens
em relação a outros métodos analíticos [6]. As principais vantagens são a determinação
simultânea de vários elementos, a possibilidade de analisar amostras líquidas e sólidas, o
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seu carácter não destrutivo, a simplicidade e rapidez na preparação das amostras, possibi-
lidade de uma análise tanto quantitativa como qualitativa, o tempo entre a preparação de
amostras e análise de resultados é relativamente pequeno, a determinação de uma vasta
gama de concentrações com sensibilidade na gama dos µg/g [38].
Como qualquer outro método analítico, este também possui desvantagens, como a
insensibilidade à especiação química, isto é, as diferenças mínimas de energia das orbitais
eletrónicas quando um átomo se encontra ligado a uma molécula não são detetáveis, ape-
nas a composição elementar é detetada e não o seu estado molecular. Outra desvantagem é
o facto de elementos leves com Z<13 não poderem ser detetados por EDXRF. Isto acontece
porque os raios-X de baixa energia são altamente absorvidos no ar e juntamente com a
baixa eficiência do detetor nessa região torna impossível detetar os raios-X caraterísticos
para baixas energias [40].
O espectrómetro de EDXRF é constituído por uma fonte de excitação, um suporte para
a amostra e um sistema de deteção. O detetor de estado sólido é capaz de medir e isolar as
diferentes energias (da radiação caraterística) proveniente da amostra [36], com resoluções
que vão desde os 500 eV até aos 120 eV para os detetores mais recentes. O sinal obtido
é um impulso de tensão, o qual é amplificado e processado no analisador multicanal,
relacionando a energia dos fotões (keV) com a carga coletada nos elétrodos do detetor. Por
fim, através de processos de quantificação é possível obter valores de concentração dos
vários elementos presentes na amostra [38].
Neste trabalho foram utilizadas duas montagens experimentais, EDXRF com geometria
triaxial e µ-EDXRF.
3.4.1 µ-EDXRF
A µ-EDXRF é uma variante do método EDXRF que permite a análise da distribuição
elementar de amostras com pequenas partículas não homogéneas, inclusões ou amostras
de forma irregular. Esta técnica permite a realização de medições em vácuo, possibilitando
assim uma melhor deteção de elementos de baixo Z, uma vez que estes não são absorvidos
no ar [38].
São utilizados policapilares óticos de raios-X com o intuito de restringir a radiação
proveniente do tubo de raios-X numa pequena região na escala dos µm. Estes são ba-
seados no fenómeno de reflexão total, em que dentro dos capilares os feixes de raios-X
propagam-se, refletindo totalmente, sem sofrer atenuação ou dispersão [47]. Deste modo é
possível a análise de amostras com uma área muito reduzida possibilitando a obtenção de
espectros pontuais e a determinação da distribuição elementar (mapas elementares) com
alta resolução espacial [48]. Na figura 3.6 encontram-se representados tubos policapilares
que são constituídos por múltiplos capilares óticos no seu interior.
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Figura 3.6: Esquema ilustrativo dos capilares óticos de raios-X. À esquerda, encontram-se
representados os tubos capilares e, à direita, o interior de um tubo (adaptado de [38]).
A figura 3.7 ilustra a posição da fonte excitação, amostra e do detetor num equipamento
de µ-EDXRF. O policapilar ótico abrange um grande ângulo em relação à fonte de radiação
e concentra a mesma numa região muito reduzida da amostra [38].
Figura 3.7: Esquema ilustrativo da posição da fonte excitação, amostra e do detetor no
equipamento de µ-EDXRF. (adaptado de [38]).
O espectrómetro de µ-EDXRF usado neste trabalho é o espectrómetro M4 TornadoTM
da Bruker (Alemanha) descrito com detalhe na secção 4.3.
3.4.2 EDXRF com geometria triaxial
Estudos mostram que a melhor geometria para o espectrómetro de EDXRF, de modo a
obter a melhor relação sinal/ruído fundo é a geometria triaxial [47, 49]. Esta disposição
permite obter uma fonte quase monocromática, através da seleção de um alvo secundário
e, deste modo, obter melhores condições de ionização [50].
A radiação proveniente da fonte de raios-X interage com o alvo secundário, funcio-
nando este como um filtro polarizador, e a radiação secundária irá propagar-se perpendi-
cularmente ao feixe da fonte. De seguida, os raios-X interagem com a amostra e o detetor
de radiação é colocado a um ângulo de 90o, ortogonal ao plano criado pelo feixe da fonte
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de raios-X e ao feixe disperso pelo alvo secundário [47]. A componente de Bremsstrahlung
é eliminada quando a radiação incidente sobre o alvo secundário é dispersa a um ângulo
de 90o exatamente. Assim, praticamente nenhuma radiação de Bremsstrahlung proveniente
do tubo de raios-X interage com o detetor o que leva um aumento da relação sinal/ruído
[46].
Esta geometria também provoca a redução da radiação de fundo, pois a radiação
dispersa pelos efeitos Compton é um mínimo de intensidade para um ângulo de difusão
de 90o, diminuindo a intensidade da radiação secundária que chega ao detetor e assim
uma melhoria dos limites de deteção [46, 50].
Na figura 3.8 encontra-se representado o esquemático de um espectrómetro de EDXRF
com geometria triaxial. O espectrómetro usado neste trabalho é descrito com detalhe na
secção 4.4.
Figura 3.8: Esquema ilustrativo da montagem EDXRF com geometria triaxial composto
pela fonte de excitação, filtro, alvo secundário, amostra, colimadores e o detetor (adaptado
de [46]).
3.5 Limite de deteção
O limite de deteção (LD) pode-se definir como a quantidade de massa ou concentração
mínima de um elemento detetado numa amostra, expresso em µg/g. Este é calculado de










Ci corresponde à concentração do elemento i;
Nb o número de contagens do fundo;
Np o número de contagens relativamente ao pico do elemento;
3.6 Espectro caraterístico
Figura 3.9: Sobreposição do espectro caraterístico de EDXRF com geometria triaxial com
µ-EDXRF obtido no presente estudo para uma amostra de peixe-zebra do grupo exposto a
uma concentração nominal de 200 µg/L.
Na figura 3.9 encontra-se representada a sobreposição de espectros caraterísticos
obtidos por EDXRF com geometria triaxial e µ-EDXRF de uma amostra obtida neste
estudo.
Este espectro apresenta a seguinte configuração devido à radiação de fundo proveni-
ente da radiação de Bremsstrahlung, explicado em detalhe na secção 3.2.
A região central (entre 2 keV e 15 keV) corresponde aos picos caraterísticos dos elemen-
tos presentes na amostra sobrepostos com a radiação de fundo. Uma vez que corresponde
aos picos característicos, esta será a região de interesse para análise. Através de uma aná-
lise qualitativa é possível a identificação dos vários elementos presentes por comparação
do valor da energia dos picos caraterísticos. [44].
Na gama de altas energias (região à direita do espectro, a partir de 15 keV), encontram-
se os picos de dispersão sobrepostos com o pico caraterístico do Ródio (Rh), tendo em
conta que este elemento constitui o material do alvo do tubo de raios-X do espectrómetro
de µ-EDXRF utilizado neste estudo. No caso do espectro obtido por EDXRF com geometria
triaxial e, como o material do alvo secundário do tubo de raios-X deste espectrómetro é
constituído por Molibdênio (Mo), encontram-se sobrepostos os picos de dispersão com o
pico caraterístico deste elemento. Estes picos correspondem à difusão elástica (Rayleigh) e
inelástica (Compton). Tal como descrito na secção 3.3.3 a dispersão de Compton aumenta
com a diminuição do número atómico e como a amostra em estudo é uma amostra
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biológica composta por elementos leves, o pico de Compton é superior ao de Rayleigh
[46].
Enquanto que na região de baixas energias (à esquerda do espectro, inferior a 2 keV),
os picos devem-se principalmente aos efeitos de escape dentro do detetor e ao ruído
eletrónico do detetor [46].
Contudo, podem ocorrer artefactos durante o processo de deteção, nomeadamente
os picos de escape e picos de soma. Estes artefactos podem originar degradação do sinal
detetado, o que pode aumentar a radiação de fundo.
Os picos de soma ocorrem quando dois fotões são detetados simultaneamente e origina
um pico com uma energia igual à soma dos dois.
Os picos de escape verificam-se quando um fotão de raios-X caraterísticos do material
do detetor escapa do detetor e provoca a deteção de um pico com energia inferior à energia












4.1 Bioensaio de exposição
Neste trabalho, foram analisados peixes-zebra (Danio rerio) adultos de ambos os sexos,
obtidos através de importadores nacionais (AquaPlante, Portugal), mantidos em aclimata-
ção sob condições laboratoriais, durante 2 semanas, antes do início dos ensaios no Biotério
do Departamento de Ciências e Engenharia do Ambiente da FCT-UNL. Após o período
de adaptação, foram distribuídos diversos especimens de Danio rerio (n=34) com um peso
médio de 0.2 g e com um comprimento médio de 3 cm, aleatoriamente em três tanques
(100 L de volume com arejamento contínuo) de exposição sob as seguintes condições:
água filtrada, pH de 7.2 ± 0.4; com uma temperatura de 20± 1oC; O2 dissolvido >6mg/L
amónia inferior a 0,05 µg/L.
Foram estudados três grupos contaminados (n=9) expostos a uma solução de Cloreto
de Hg (II) (HgCl2, Sigma-Aldrich, 99.5% purriss p.a.) diretamente na água com diferentes
concentrações determinadas previamente (100 µg/L, 200 µg/L e 400 µg/L). Utilizou-se
um tanque adicional com água "limpa"com remoção prévia de cloro como controlo.
Foi realizado um ensaio semi-estático, com renovação do meio a cada 24 horas, durante
7 dias de exposição. Durante o período de exposição os peixes foram alimentados ad libitum
diariamente com flocos comerciais (Eco vita). Os tanques foram monitorizados diariamente
para controlo de pH, temperatura e mortalidade, apenas o tanque contaminado com uma
concentração de 400 µg/L apresentou mortalidade (33,3% , consultar apêndice A). Após
o período experimental, os peixes foram eutanasiados em gelo por secção cervical com
auxílio de um bisturi e congelados a -80 oC até análise posterior.
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Figura 4.1: Tanques de bioensaio de exposição ao Hg (A) e o modelo biológico Danio rerio
(B).
É de salientar que foram realizados dois bioensaios preliminares de exposição antes do
bioensaio final que foi utilizado neste estudo, com o intuito de otimizar o procedimento
experimental.
4.2 Preparação das amostras
4.2.1 Análise por µ-EDXRF e EDXRF
Para analisar as amostras através dos métodos de µ-EDXRF e EDXRF com geometria
triaxial, procedeu-se à seguinte preparação. As amostras foram cortadas transversalmente
com o auxílio de uma lâmina de barbear e secas através num liofilizador durante cerca
de 24 h. Depois de secas, foram montadas em slides (50 × 50 mm) onde se colocou uma
folha de mylar. Nesta folha e com o auxílio de um pouco de cola, de marca UHU R©, que
não contem nenhum elemento capaz de ser detetado pelas técnicas usadas, adicionou-se
um peixe-zebra, sendo este devidamente identificado com o número e com a concentração
a que foi exposto. Pode-se observar esta montagem na figura 4.2.
Figura 4.2: Montagem da amostra em estudo para análise por µ-EDXRF e EDXRF com
geometria triaxial.
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4.2.2 Análise por ICP-AES
Após as amostras terem sido analisadas por µ-EDXRF e EDXRF com geometria triaxial
fez-se uma seleção das amostras para serem analisadas por ICP-AES. Estas análises foram
efetuadas pelo laboratório de Análises Requimte do Departamento de Química da FCT-
UNL através de uma curva de calibração (anexo D) obtida para materiais de referência. A
precisão desta técnica foi verificada pela análise de material biológico certificado (Standard
Reference Material, SRM 1556b - Oyster Tissues, NIST). O total de Hg (µg/g) medido no
material de referência digerido (Hg total: 0.0404 ± 0.0082) mostrou estar dentro do limite
dos valores certificados (Hg total: 0.0371 ± 0.0013). Esta técnica permite a determinação
da concentração de vários elementos com um limite de deteção inferior a 0.1 µg/L.
O critério de seleção utilizado foi ter o mesmo número de fêmeas e machos, ou seja,
foram analisadas duas amostras de cada sexo do grupo de controlo, do grupo exposto a
100 µg/L, a 200 µg/L e do grupo exposto a 400 µg/L apenas se analisou dois machos e
uma fêmea, num total de 15 amostras. Procedeu-se à pesagem das amostras secas e tendo
em conta que a técnica apenas analisa amostras em solução aquosa foi necessário digeri-las
em ácido nítrico (HNO3, Sigma-Aldrich, Alemanha), durante 72 h (60 oC). Adicionou-se
em cada frasco para recolha de amostras, devidamente identificado, 2 mL de HNO3 (69 %
puriss p.a.) e de seguida o peixe em estudo. Após a digestão completa da matriz orgânica,
foi adicionado 10 µl de H2O2 a cada uma das amostras e perfez-se para um volume final
de 10 mL com H2O destilada.
4.3 Espectrómetro de µ-EDXRF
As amostras, previamente preparadas, foram analisadas por µ-EDXRF utilizando o
espectrómetro M4 TornadoTM da Bruker (Alemanha), de modo a executar o mapeamento
do peixe-zebra e, assim determinar a concentração de Hg e outros elementos traço nos
vários órgãos dos animais. Este espectrómetro é constituído por uma câmara de vácuo,
por um único tubo de raios-X com ânodo de ródio (Rh) alimentado por um gerador de
alta tensão de baixa potência e arrefecido por ar, com capacidade de fornecer 50 kV e
uma corrente máxima de 600 µA [51]. O feixe de raios-X é focado por um feixe policapilar
possibilitando uma resolução espacial de cerca de 25 µm, permitindo assim realizar
mapeamentos com excelente resolução. Apresenta capacidade de detetar a fluorescência
através de um detetor dispersivo em energia Silicon Drift Detector (SDD) com uma área
sensível de 30 mm2 e resolução de energia de 142eV para a risca Kα do Manganês (Mn) e
um conjunto de filtros com o intuito de filtrar a radiação proveniente do tubo de raios-X
[26] [52].
As análises elementares dos tecidos de peixe-zebra foram executadas com uma tensão
de 50 kV e uma corrente de 600 µA, com a utilização do filtro 100 µm Al/50 µm Ti /25
µm Cu. Estas análises ocorreram em vácuo, sob uma pressão de 20 mbar, apenas em um
modo de funcionamento, o de mapeamento. O tempo de aquisição de cada amostra foi
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aproximadamente de 180 segundos.
4.4 Espectrómetro de EDXRF com geometria triaxial
Neste trabalho, as amostras também foram analisadas por EDXRF com geometria
triaxial. Este espectrómetro consiste num tubo de raios-X comercial, com um ânodo de
tungsténio e um alvo secundário de molibdênio (Mo) (fonte de excitação de Kα e Kβ
de 17,44 e 19,60 keV , respetivamente) [53]. O tubo de raios-X, o alvo secundário e a
amostra foram colocados com uma geometria triaxial com o intuito de reduzir a radiação
de fundo aproveitando-se do efeito de polarização do feixe incidente [54] [51]. A radiação
característica emitida pelos elementos presentes na amostra é detetada por um detetor de
Silício(Li) arrefecido com nitrogénio líquido com uma área ativa de 30 mm2 e uma janela
de berílio de 8 µm da Oxford Instruments (Inglaterra) [51]. Um colimador de prata foi
colocado em frente ao detetor a fim de restringir a área efetiva do mesmo [50].
O gerador de raio-X foi operado com uma tensão de 50 kV e uma corrente de 20 mA e
com um tempo de aquisição de 1000 segundos por espectro.
4.5 Processo de quantificação
De modo a obter os valores da concentração relativa dos vários elementos presentes
na amostra analisada, é necessário recorrer a processos de quantificação. O processo de
quantificação utilizado neste estudo tem como base o método de parâmetros fundamentais,
descrito pela equação 4.1. Esta equação relaciona a intensidade do pico de um dado
elemento em função da concentração desse mesmo elemento na amostra [54],
Ii = I0Ki AimCi (4.1)
isto é,
Ii é a intensidade da radiação X caraterística do elemento i na amostra;
I0 é a intensidade inicial da radiação;
Ki é o fator de calibração experimental;
Ai é o fator de atenuação;
m (g/cm2) é a massa da amostra por unidade de área;
Ci (µg/g) é a concentração do elemento i na amostra.
Ki depende das caraterísticas da montagem experimental associada a cada equipa-
mento utilizado (geometria do espectrómetro e a eficiência do detetor) e, enquanto que I0
depende da energia de funcionamento do tubo de raios-X. Relativamente ao Ai obtido
através da matriz virtual de três elementos, neste caso uma matriz de elementos leves
constituída por carbono, oxigénio e hidrogénio.
No processo de quantificação por µ-EDXRF recorreu-se a amostras padrão fundamen-




Como qualquer outro método, a análise por EDXRF está associada a incertezas. Esta
resulta da combinação de incertezas estatísticas com incertezas sistemáticas. No que diz
respeito às incertezas estatísticas, estão relacionada com flutuações aleatórias associadas à
medição da intensidade dos picos de raios-X. Enquanto que as incertezas sistemáticas estão
associadas ao funcionamento do equipamento e às próprias amostras, como a variação da
heterogeneidades e espessura das mesmas [57].
Primeiramente procedeu-se ao cálculo da média ponderada (Xp), uma vez que as
medições efetuadas da concentração elementar são diferentes de ponto para ponto. Através










µ(Xi) representa a incerteza associada à medição de cada ponto para cada elemento i;
xi a incerteza experimental;
Xi a concentração do elemento i;
N o número de medições efetuadas.
A incerteza associada à média ponderada encontra-se descrita na equação 4.3 e, é







A incerteza final representada na equação 4.4 é obtida através da raiz quadrada da
soma quadrática entre a incerteza associada à média ponderada e o desvio padrão (σ)
resultante das várias medições efetuadas:
µ(X f ) =
√
(µ(Xp))2 + σ2 (4.4)
4.7 Análise de biomarcadores
4.7.1 Extração de proteínas
As amostras foram homogeneizadas em 2 mL de solução salina de tampão (PBS, pH
7.4) com o auxílio de um homogeneizador, T10 basic Ultra Turrax R©(Ika, Alemanha) [29].
De seguida procedeu-se à centrifugação durante 10 minutos a 4oC. Após este período, as
amostras foram congeladas (-80 oC) e armazenadas até análise posterior. Para efeito de
normalização, os resultados foram divididos pela quantidade total de proteínas, calculado
pelo método de Bradford [59] com o intuito de normalizar os resultados dos vários
biomarcadores [28].
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4.7.2 Glutationa-S-Transferase (GST)
O estudo enzimático da GST (EC 2.5.1.18) foi realizado de acordo com Habig et al.
(1974) [60] e optimizado para microplacas de 96 poços. Utilizou-se o substrato CDNB (1-
cloro-2,4-dinitrobenzeno), de modo a reagir com a enzima. Após a leitura da absorvância
a 340 nm foi calculada a atividade da enzima de acordo com o descrito em Madeira et al.
[61].
4.7.3 Catalase (CAT)
O estudo enzimático da CAT (EC 1.11.1.6) foi efetuado de acordo com os procedimentos
descritos anteriormente por Johansson e Borg (1988) adaptados para uma microplaca de
96 poços (Greiner, Alemanha) [62].Para produzir a curva de calibração foram utilizados
padrões de formaldeído (0 a 150 µM). A atividade enzimática foi calculada considerando
que, uma unidade de catalase é definida como a quantidade que irá causar a formação de
1,0 nmol de formaldeído por minuto a 25 oC [29].
4.7.4 Ensaio de Lipoperoxidação
O ensaio de lipoperoxidação realizou-se com base no protocolo de TBARS, substâncias
reativas ao TBA (Uchiyama e Mihara, 1978) [33]. As amostras foram lidas a 530 nm e
quantificadas através de uma curva de calibração construída com padrões de MDA (0 a
100 µM/ml) (Merck Millipore, Portugal) [28].
4.7.5 Determinação da Vitelogenina (VTG)
A determinação da concentração da VTG foi efetuada através do ensaio imunoenzimá-
tico (ELISA) de acordo com o protocolo adaptado a partir de Denslow et al. (1999) [63]. Foi
utilizado um anticorpo monoclonal específico (Biosense, Noruega) contra a VTG da carpa,
que também reage com a VTG do peixe-zebra [35]. Assim, esta proteína foi utilizada para
determinar o sexo dos animais em estudo e avaliar a indução da síntese desta proteína
nos animais expostos ao Hg.
4.7.6 Análise Estatística
A análise estatística dos resultados obtido foi realizada através do software Statistica
(Statistica versão 8.0 Statsoft Inc. , Tulsa, OK , EUA, 2007) com um nível de significância de
5% (p<0.05) em todos os testes (anexo F). Testes U de Mann-Whitney foram usados para
detetar diferenças significativas entre organismos controlo e os expostos às diferentes con-
centrações de Hg testadas, para a peroxidação lipídica, catalase, glutationa-S-transferase
e vitelogenina como para as técnicas de EDXRF e ICP-AES. Contudo, não foi possível











ANÁLISE E DISCUSSÃO DE RESULTADOS
Neste capítulo serão apresentados os resultados dos estudos realizados, bem como a
discussão e análise dos mesmos. Estes serão apresentados primeiramente numa análise
qualitativa e seguidamente numa análise quantitativa.
5.1 Análise Qualitativa
5.1.1 Distribuição Elementar nos tecidos de Danio rerio
Para determinar os tecidos alvo do peixe-zebra, ou seja, os locais preferenciais de
acumulação de Hg, utilizaram-se as imagens dos mapeamentos adquiridos através de
µ-EDXRF. Nas figuras 5.1, 5.2, 5.3 e 5.4 é possível observar a distribuição simultânea
de vários elementos, respetivamente cálcio (Ca), ferro (Fe), mercúrio (Hg) e zinco (Zn)
ao longo do peixe. Esta distribuição qualitativa é semelhante para todas as amostras
estudadas, ou seja, independentemente da concentração de Hg a que estão expostas (100
µg/L, 200 µg/L ou 400 µg/L), a distribuição elementar segue um padrão comum.
A análise dos resultados obtidos mostra que o esqueleto ósseo e as barbatanas são
constituídas principalmente por Ca, enquanto que o olho é composto maioritariamente
por Zn. No que diz respeito ao Fe, este encontra-se em grande concentração nas brânquias,
contudo, em certos mapeamentos também é possível verificar a presença deste elemento
no coração e no rim.
Relativamente ao Hg, este elemento acumula-se principalmente na área visceral, isto é,
gónadas, intestino e fígado. A bioacumulação de Hg nas gónadas e, sendo estas lipofílicas,
está relacionada com a afinidade dos metais aos lípidos. Tal como é sabido, o fígado é
um órgão essencial para a biotransformação de xenobióticos e também está envolvido na
excreção de metais. Este apresenta capacidade de acumular metais e outros xenobióticos,
originando assim elevados níveis de bioacumulação [64]. Por estar em contacto direto com
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a água contaminada, as brânquias são a principal via de entrada de Hg para o organismo.
O Hg presente na água é absorvido e, através da corrente sanguínea, é transportado para
os vários órgãos e tecidos. A acumulação de Hg nos diferentes órgãos e tecidos dependerá
da afinidade do Hg inorgânico para com estes [65]. Por fim, também ocorre deposição
no cérebro, com exceção dos peixes expostos a 100 µg/L, especificamente na barreira
hematoencefálica, tal como se observa nas figuras 5.3 e 5.4. Esta acumulação ocorre devido
ao facto do Hg utilizado no estudo ser Hg inorgânico e este não possuir a capacidade de
atravessar a barreira hematoencefálica, sendo o dano neurológico menor [15].
Figura 5.1: Mapeamento elementar do peixe-zebra relativamente ao grupo de controlo
(não exposto a Hg).
Figura 5.2: Mapeamento elementar do peixe-zebra relativamente ao grupo contaminado
com concentração nominal de 100 µg/L de HgCl2.
Figura 5.3: Mapeamento elementar do peixe-zebra relativamente ao grupo contaminado
com concentração nominal de 200 µg/L de HgCl2.
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Figura 5.4: Mapeamento elementar do peixe-zebra relativamente ao grupo contaminado
com concentração nominal de 400 µg/L de HgCl2.
De acordo com as figuras analisadas, é possível definir as brânquias, o cérebro e a
área visceral como os tecidos com maior afinidade para bioacumulação de Hg. Estes três
tecidos serão, portanto, estudados em detalhe na secção 5.3.
5.2 Análise Quantitativa
As imagens dos mapeamentos obtidas por µ-EDXRF mostram exclusivamente a distri-
buição elementar dos vários elementos ao longo do peixe. Com o intuito de quantificar os
resultados obtidos procedeu-se ao processo de quantificação descrito na secção 4.5.
5.2.1 Análise por EDXRF com geometria triaxial
Primeiramente, realizou-se um estudo por EDXRF com geometria triaxial devido ao
facto de esta técnica permitir a deteção de elementos pesados, como o Hg, com limites de
deteção muito baixos, abaixo dos 10 µg/g.
Os resultados obtidos, representados na figura 5.5, mostram que entre os quatro grupos
estudados (controlo, 100 µg/L, 200 µg/L e 400 µg/L), não se verificam alterações relevan-
tes na concentração elementar dos vários elementos presentes das amostras analisadas.
Os dois elementos onde as alterações da concentração são mais acentuadas são o Fe e o
Hg. O Fe apresenta uma ligeira diminuição da sua concentração nas amostras expostas
ao Hg, comparativamente ao grupo de controlo (não exposto ao Hg). Isto poderá ser
explicado uma vez que o HgCl2 produz diversas alterações patológicas no organismo,
nomeadamente uma redução na hemoglobina no sangue [66] e, assim, redução do Fe.
A concentração de Hg encontra-se representada na figura 5.6, onde se observa uma
concentração superior na amostra exposta a 200 µg/L em comparação com as amostras
expostas a 100 µg/L e 400 µg/L. É notória a diferença entre as amostras expostas a 100
µg/L e 200 µg/L, tendo ocorrido cerca do dobro de bioacumulação para esta última,
quando comparada à primeira.
O grupo de controlo apresenta concentrações de Hg abaixo do limite de deteção do
espectrómetro e, por este motivo, não é detetado. Os dados associados às figura 5.5 e 5.6
encontram-se tabelados no apêndice B.
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Figura 5.5: Comparação da concentração elementar média obtida nas amostras estudadas
dos diferentes grupos de contaminação.
Figura 5.6: Comparação da concentração elementar média obtida de Hg nas amostras
estudadas dos diferentes grupos de contaminação.
5.3 Análise por µ-EDXRF
5.3.1 Análise por tecidos alvos
Após definir quais os tecidos alvo, através das imagens de mapeamento, procedeu-se
à quantificação das três áreas em estudo (brânquias, área visceral e cérebro).
Com base nos resultados obtidos por µ-EDXRF, é possível observar que a concentração
de Hg nos tecidos alvos é significativamente superior no grupo exposto a 200 µg/L
(p<0.05).
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A área visceral revela ser o tecido alvo onde ocorreu uma maior bioacumulação de
Hg em todos os grupos expostos. Tendo em conta esta inclui as gónadas, o intestino e o
fígado e uma vez que estes apresentam um tamanho reduzido, foi impossível quantificar
individualmente cada um deles. Estes resultados estão de acordo com as imagens de
mapeamento obtidas 5.2, 5.3 e 5.4 e o trato gastrointestinal absorve facilmente o HgCl2,
apresentando uma bioacumulação superior nesta área [11]. O grupo exposto a 200 µg/L
apresenta diferenças estatisticamente significativas (p<0.05) em comparação com os restan-
tes grupos. No entanto, ao contrário do expectável, o grupo exposto a 100 µg/L apresenta
valores de concentração superiores ao grupo exposto a 400 µg/L, contudo essa diferença
não é significativa (p>0.05).
Relativamente às brânquias, não se verifica uma variação significativa entre os grupos
expostos a 100 µg/L e 400 µg/L, contrariamente ao que ocorre entre o grupo exposto
a 200 µg/L e os restantes (p<0.05). Por fim, os níveis de bioacumulação no cérebro no
grupo exposto a 100 µg/L são muito reduzidos em comparação com os outros dois grupos
estudados, o que vem confirmar os resultados observados na figura 5.2. O grupo exposto a
200 µg/L apresenta diferenças estatisticamente significativas (p<0.05) comparativamente
aos expostos a 100 µg/L e 400 µg/L.
No grupo exposto a 200 µg/L, em todos os tecidos alvo, registou-se um fator de 1×103
de bioacumulação, isto é, ocorreu um aumento da concentração deste elemento cerca
de 1000 vezes. A concentração obtida é portanto 1000 vezes superior à exposta na água.
Quanto ao grupo exposto a 100 µg/L, na área visceral, registou-se um fator de 1×103
de bioacumulação, enquanto que nas brânquias só se observou um fator de 5×102 e no
cérebro 1×102. O grupo exposto a 400 µg/L bioacumulou num fator de 3,5×102 na área
visceral, 1,8×102 nas brânquias e 1×102 no cérebro.
A bioacumulação de Hg resultou num aumento significativo deste elemento em todos
os tecidos, principalmente na área visceral e nas brânquias com o seguinte padrão de
bioacumulação: área visceral > brânquias > cérebro. Segundo Risher et al. [16], o rim
é o principal órgão de biocumulação de Hg inorgânico. No entanto, o presente estudo
mostra que o Hg acumulou principalmente na área visceral e nas brânquias. Os estudos
desenvolvidos por Elia et al. [67] e Monteiro et al. [68], vão ao encontro dos resultados
obtidos, na medida em que os peixes acumulam Hg inorgânico principalmente no fígado
e nas brânquias.
De um modo geral, o grupo exposto a 400 µg/L foi o grupo onde a bioacumulação de
Hg foi menor, podendo ser uma consequência do efeito do Hg sobre o metabolismo dos
peixes.
Na figura 5.7 encontram-se representados os resultados obtidos e os respetivos dados
podem ser consultados na tabela C.1 do apêndice C.
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Figura 5.7: Comparação da concentração elementar média de Hg obtida para os três
grupos em estudo, em função dos tecidos alvos.
É de salvaguardar que ao preparar as amostras foi necessário cortá-las transversal-
mente e, tendo em conta o tamanho reduzido do peixe, é difícil obter um corte perfeito e
simétrico. Assim, as áreas analisadas e até o tamanho relativo dos órgãos selecionados de
amostra para amostra poderão não ser exatamente os mesmos, daí as barras de incerteza
serem maiores do que o desejado.
Na figura 5.8 encontra-se representada a distribuição das amostras dos grupos estuda-
dos tendo em conta a afinidade aos tecidos alvo. Pela análise desta é possível concluir a
fraca afinidade do grupo exposto a 100 µg/L relativamente ao cérebro. Comparativamente
aos restantes, o grupo exposto a 200 µg/L apresenta uma bioacumulação superior para
qualquer um dos tecidos, tendo maior afinidade para a área visceral.
Ao analisar as amostras individualmente, é possível observar as diferenças entre as
amostras estudadas. Essa diferença poderá dever-se a vários fatores, tais como a vari-
abilidade intraespecífica, sexo dos animais, património genético e condição fisiológica.
Ao comparar um peixe pertencente ao grupo 200 µg/L e outro ao grupo de 400 µg/L
verifica-se que os mesmos apresentam valores de bioacumulação de Hg semelhantes. Tal
também acontece entre outros dois peixes, pertencentes ao grupo de de 100 µg/L e 200
µg/L. Estes casos em particular reforçam a existência de uma diferença significativa entre
as amostras analisadas expostas à mesma concentração nominal de Hg na água.
O erro de medição associado a cada amostra é muito reduzido (ordem 10−8 µg/g ) e,
por este motivo não é representado na figura 5.8.
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Figura 5.8: Distribuição das amostras em estudo em função da afinidade aos tecidos alvos
(brânquias, cérebro, área visceral). Note-se que cada ponto corresponde a um único peixe.
5.3.2 Análise por Sexos
Tal como já foi referido, o sexo dos peixes é um dos fatores que pode influenciar a
bioacumulação de Hg nos diferentes tecidos alvo. Como tal, efetuou-se um estudo de
modo a melhor compreender a influência deste parâmetro. Desta forma, procedeu-se
a uma análise dos resultados obtidos separando os indivíduos de acordo com o sexo
(machos e fêmeas).
Na figura 5.9 encontram-se representados os valores da concentração elementar média
de Hg, na área visceral, de acordo com o sexo dos animais.
A diferença entre sexos é mais acentuada no grupo exposto a 200 µg/L, enquanto que
nos grupos de 100 µg/L e 400 µg/L a diferença entre sexos não é relevante.
Em relação às fêmeas dos grupos 100 µg/L e 400 µg/L não se verificam alterações
consideráveis.
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Figura 5.9: Comparação da concentração elementar média de Hg obtida para os três
grupos em estudo, em função do sexo dos animais e da área visceral.
No que diz respeito à bioacumulação de Hg nas brânquias, os machos do grupo
exposto a 200 µg/L apresentam uma afinidade superior ao Hg. Estes bioacumulam cerca
do dobro em relação às fêmeas, como se pode observar na figura 5.10.
Relativamente aos grupos expostos a 100 µg/L e 400 µg/L não se verificam diferenças
entre sexos, nem entre grupos.
Figura 5.10: Comparação da concentração elementar média de Hg obtida para os três
grupos em estudo, em função do sexo dos animais e das brânquias.
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Por fim, o cérebro das fêmeas tende a bioacumular mais Hg em relação aos machos.
No caso do grupo exposto a 100 µg/L, a concentração no cérebro é muito reduzida e os
machos não apresentam qualquer tipo de bioacumuação de Hg, o que está de acordo com
os mapeamentos observados na secção 5.1.
Figura 5.11: Comparação da concentração elementar média de Hg obtida para os três
grupos em estudo, em função do sexo do animal e do cérebro.
Contudo, independentemente do sexo, a quantificação elementar de Hg por tecidos
alvo apresenta valores superiores no grupo exposto a 200 µg/L, tal como observado
anteriormente na secção 5.3.1. Os dados relativos às figuras 5.9, 5.10 e 5.11 encontram-se
na tabela C.2 do apêndice C.
5.4 Análise por ICP-AES
A análise por ICP-AES foi efetuada utilizando duas fêmeas e dois machos de cada
grupo. Com exceção do grupo com concentração nominal de 400 µg/L, em que apenas se
utilizou uma fêmea, uma vez que entre os restantes peixes do estudo só existia uma.
5.4.1 Estudo bioacmulação de Hg
Com base nos resultados obtidos pela técnica de ICP-AES, à semelhança dos de
EDXRF, é possível observar os efeitos de biocumulação do Hg em qualquer um dos grupos
expostos (100 µg/L, 200 µg/L e 400 µg/L) com exceção do grupo de controlo, que não
apresenta Hg.
Ao analisar os dados obtidos, encontra-se uma diferença significativa (p<0.05) dos
valores de concentração de Hg do grupo exposto a 100 µg/L relativamente aos outros dois
grupos estudados (200 µg/L, 400 µg/L), tal como observado nos resultados obtidos por
EDXRF com geometria triaxial (figura 5.6).
Relativamente aos grupos expostos a 200 µg/L e a 400 µg/L não se verificam diferenças
significativas (p>0.05) entre os valores de bioacumulação de Hg.
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Estes resultados encontram-se representados na figura 5.12 e os dados tabelados no
apêndice D.
Figura 5.12: Comparação da concentração elementar média de Hg em função da concen-
tração nominal de Hg na água na técnica de EDXRF com geometria triaxial e na técnica de
ICP-AES.
5.4.2 Análise da água
Além das amostras de peixe-zebra analisadas, a água dos vários tanques do estudo foi
analisada por ICP-AES. Na tabela 5.1 encontra-se a comparação entre as concentrações
nominais de Hg na água e as concentrações reais de Hg.
Há uma perda significativa de Hg na concentração nominal de 400 µg/L relativamente
à concentração inicial obtida (0 h) mostrando assim que a concentração real a que os
peixes estavam expostos não foi exatamente 400 µg/L. Esta perda tão significativa não era
esperada e por esse mesmo motivo não foi tida em conta numa análise inicial. Esta poderá
dever-se a vários fatores, tais como a acumulação de Hg na matéria orgânica presente
na água, bioacumulação de Hg nas bactérias constituintes do filme fino das paredes do
aquário e por fim, uma parte do Hg pode ter evaporado, uma vez que este é volátil.
Com exceção da concentração nominal de 400 µg/L, a concentração real obtida é muito
próxima da nominal. Ao fim de 24 horas a concentração em todos os casos diminui para
cerca de metade devido aos fatores referidos anteriormente e por bioacumulação de Hg
nos peixes.
A diferença entre as concentrações de Hg na água dos peixes expostos a 200 µg/L
e 400 µg/L não é tão significativa como esperado, o que poderá justificar os resultados
obtido na secção 5.4.1.
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Tabela 5.1: Comparação da concentração de Hg na água às 0 horas e após 24 horas.
Concentrações reais (µg/L)
Concentrações nominais (µg/L) 0horas 24horas
100 80 ± 5 40 ± 2
200 160 ± 8 90 ± 10
400 260 ± 13 140 ± 11
5.5 Análise de biomarcadores
Realizou-se um estudo complementar com alguns biomarcadores de stress oxidativo,
com o intuito de avaliar os efeitos tóxicos do Hg nos peixes. Estes resultados foram obtidos
através dos processos descritos na secção 4.7. Os dados das figuras 5.13, 5.14, 5.15 e 5.16
encontram-se no apêndice E.
5.5.1 Enzimas Antioxidantes
Alguns metais podem alterar a atividade de várias enzimas por ligação aos seus grupos
funcionais [69]. Quando os animais estão expostos a condições de stress, o que provoca a
produção de ROS, estes podem induzir ou inibir as enzimas antioxidantes. Estas diferenças
devem-se a vários fatores, tais como o tipo de espécie estudada, o tipo de estudo, o tempo
de exposição e a forma química do composto testado [61, 69].
5.5.1.1 GST
Tal como se mostra na figura 5.13 não se registaram alterações significativas (p>0.05)
nos níveis da atividade da GST em relação ao grupo de controlo. Esta enzima é funda-
mental nos processos de desintoxicação de metais, uma vez que esta se pode ligar ao
Hg (Hg-GSH) atuando principalmente ao nível do metabolismo hepático. No presente
estudo o peixe foi analisado como um todo e não só o seu fígado, o que poderá explicar o
facto de não se terem observado alterações significativas entre os vários grupos expostos
comparativamente ao grupo de controlo.
Ao contrário dos resultados obtidos no presente estudo, Monteiro et al. [68] observou
um aumento da atividade desta enzima em alguns órgãos (fígado, coração e brânquias)
em comparação com o grupo de controlo de Traíra (Hoplias malabaricus), que por sua
vez foram previamente alimentados com HgCl2. Apesar de ambos os estudos testarem o
mesmo composto, estas diferenças podem ser explicadas pelo facto da espécie estudada
não ter sido a mesma.
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No entanto, estudos de Huang et al. [70] mostraram que não ocorreram diferenças nos
níveis de GST em larvas e juvenis de solha Japonesa (Paralichthys olivaceus) expostos a Hg.
Estes resultados estão de acordo com os resultados obtidos neste estudo.
Figura 5.13: Comparação dos diferentes níveis da atividade da GST comparativamente ao
grupo de controlo e os expostos ao Hg para Danio rerio.
5.5.1.2 CAT
Relativamente à atividade da CAT, observaram-se diferenças estatisticamente significa-
tivas (p<0.05) entre os controlos e os grupos expostos (100 µg/L e 200 µg/L) o que poderá
indicar algum stress oxidativo. Os resultados da análise estatística encontram-se no anexo
F. Os resultados da atividade desta enzima sugerem uma tendência da diminuição da
atividade da CAT comparativamente ao grupo de controlo ( 5.14). Isto pode significar uma
inibição da atividade da CAT, evidenciando os efeitos da exposição a níveis elevados de
Hg que, por sua vez, provocaram stress oxidativo [64].
Firidin et al. [71] observaram um aumento da atividade da CAT em tilápia (Oreochromis
niloticus) expostos a diferentes concentrações de Hg e diferentes períodos de exposição (7
dias e 14 dias).
Por outro lado, o estudo de Cruz et al. [72] revelou a diminuição da atividade da CAT
em larvas de peixe-zebra (Danio rerio) expostos a HgCl2, indicando os efeitos causados
pelo Hg, tal como se observou no presente estudo.
No estudo de Kong et al. [73] também ocorreu inibição da atividade da CAT por ação
da exposição de Hg em peixes dourado (Carassius auratus), sugerindo que esta enzima é
sensível à exposição deste elemento, apoiando os resultados obtidos no presente trabalho.
Com efeito, a diminuição da atividade da CAT não permite a eliminação do H2O2, podendo
este desequilibrar a produção e eliminação de ROS. A a produção excessiva de H2O2 pode
provocar stress oxidativo e como consequência peroxidação lipídica.
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De um modo geral, as respostas antioxidantes apresentaram alguma variabilidade com
a acumulação de Hg, o que pode ser explicado principalmente pela tendência à inibição
(evidente na CAT). Contudo, a resposta à CAT respondeu melhor aos efeitos da exposição
ao Hg, tal como se observou nos estudos desenvolvidos por Mieiro et al. [74].
Figura 5.14: Comparação dos diferentes níveis da atividade da CAT comparativamente
ao grupo de controlo e os expostos ao Hg para Danio rerio. Os asteriscos indicam valores
estatisticamente significativos (p<0.05) em relação aos grupos expostos a 100 µg/L e 200
µg/L em relação ao grupo de controlo.
5.5.2 Peroxidação Lipídica
Na figura 5.15 encontram-se representados os dados obtidos para a concentração de
MDA que, como referido na secção 2.3.2, é um composto muito sensível ao dano oxidativo
nas células. Não ocorreram diferenças estatisticamente significativas (p>0.05) entre o
grupo de controlo e os expostos. Contudo, os resultados da análise estatística (anexo F)
mostraram existir diferenças entre os grupos expostos a 100 µg/L e 400 µg/L e entre
os grupos expostos a 200 µg/L e 400 µg/L. A concentração de MDA tem tendência a
diminuir em relação ao grupo de controlo, à exceção do grupo exposto a 100 µg/L, não se
podendo concluir acerca dos danos ocorridos nas membranas celulares.
No estudo de Huang et al. [70] não ocorreram diferenças nos níveis de MDA em
larvas de solha Japonesa (Paralichthys olivaceus) expostos a HgCl2. No entanto, ocorreu
um aumento na concentração de MDA nos juvenis. De um modo geral, pode ocorrer
neutralização de ROS, devido à exposição ao Hg, ao induzir a atividade das enzimas
antioxidantes.
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Figura 5.15: Comparação dos diferentes níveis de concentração de MDA comparativa-
mente ao grupo de controlo e os expostos ao Hg para Danio rerio.
5.5.3 VTG
De forma a ser possível estudar a influência do sexo nos resultados obtidos por µ-
EDXRF, procedeu-se à análise dos níveis de VTG determinados de modo a poder-se
distinguir machos de fêmeas. No grupo de controlo não se encontrou nenhum macho ana-
lisado, o grupo exposto a 100 µg/L é maioritariamente constituído por fêmeas, enquanto
que tanto o de 200 µg/L e o de 400 µg/L por machos, tal como se observa na tabela 5.2.
É de salientar que os peixes foram colocados aleatoriamente nos tanques de estudo.
Tabela 5.2: Percentagem de fêmeas e machos nos diferentes grupos estudados.





5.5.3.1 Diferenças da exposição do Hg entre machos e fêmeas
Existem diferenças significativas (p<0.05) entre machos e fêmeas na expressão desta
proteína, tal como se observa na figura 5.16. Kohn et al. [75] mostraram que o método
utilizado apresenta um nível considerado satisfatório em termos de precisão em relação à
identificação dos sexos de Hapuku (Polyprion oxygeneios).
Relativamente às fêmeas, não ocorrem diferenças significativas (p >0.05) entre o grupo
de controlo e os restantes. Assim, os resultados sugerem que no presente estudo o Hg não
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atuou como um desregulador endócrino. No entanto, estes apresentam uma tendência
para diminuir comparativamente ao grupo de controlo, como se observa na figura 5.16.
Estudos desenvolvidos por Yao et al. [76] mostraram que a produção de VTG em
fêmeas de peixe dourado (Carassius auratus), diminuiu com a exposição a HgCl2, tal como
se observou no presente estudo.
Em relação aos machos e, uma vez que no grupo de controlo estes não estavam
presentes, não é possível concluir se o Hg atuou ou não como desregulador endócrino.












CONCLUSÕES E TRABALHO FUTURO
Com este estudo pretendeu-se obter informações sobre o processo de bioacumulação
de Hg, através da análise da deposição deste elemento no organismo do peixe-zebra
(Danio rerio).
As amostras estudadas foram analisadas pelas técnicas EDXRF com geometria tri-
axial, µ-EDXRF e ICP-AES. Os resultados obtidos por µ-EDXRF foram extremamente
importantes, possibilitando a obtenção de informação qualitativa através das imagens
dos mapeamentos e assim definir os tecidos alvos de acumulação preferencial de Hg.
Observou-se um padrão comum na distribuição de Hg, ou seja, independentemente da
concentração de Hg nominal na água, a distribuição elementar qualitativa é semelhante
para todas as amostras analisadas. Conclui-se que os tecidos para os quais o Hg apresenta
uma afinidade superior são as brânquias, o cérebro e a área visceral, ou seja, o intestino,
fígado e gónadas.
Relativamente aos dados quantitativos obtidos, não é possível comparar os de µ-
EDXRF com as restantes técnicas, uma vez que nesta última procedeu-se a um estudo por
tecidos alvos, enquanto que nas restantes analisou-se a distribuição de Hg no peixe todo.
Da análise da concentração de Hg nos tecidos alvos através de µ-EDXRF é possível
concluir que o Hg apresenta uma afinidade superior para a área visceral relativamente ao
cérebro e às brânquias. Este fato está em concordância com as imagens de mapeamento
obtidas, uma vez que ocorre maior deposição nessa área, e de acordo com a literatura. O
tecido alvo onde a bioacumulação registou ser menor foi no cérebro. Ocorre deposição
principalmente na barreira hematoencefálica, o que vai de acordo com a literatura, uma
vez que os sais de Hg (neste caso HgCl2) não são capazes de atravessar a mesma. De entre
todos os grupos estudados, o grupo exposto a uma concentração nominal de 200 µg/L
apresenta valores de bioacumulação superiores.
Ao comparar a técnica de EDXRF com geometria triaxial e a técnica de ICP-AES,
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é possível concluir que o grupo de controlo não apresenta Hg. Em ambas as técnicas
são notórios os reduzidos valores de bioacumulação de Hg no grupo exposto a 100
µg/L comparativamente aos restantes. A técnica de ICP-AES mostra que os valores
de concentração de Hg entre os grupos expostos a 200 µg/L e 400 µg/L não possuem
variações significativas, contrariamente ao observado na técnica de EDXRF com geometria
triaxial. Esta variação poderá ser justificada pelos diferentes limites de deteção das duas
técnicas e pelo número limitado de amostras analisadas pela técnica de ICP-AES, ou
seja, o peso estatístico desta última foi inferior ao da técnica de EDXRF com geometria
triaxial. Contudo, a técnica de ICP-AES apresenta a grande desvantagem de ser necessário
a destruição das amostras para análise.
Do estudo enzimático e de entre todas as enzimas analisadas, a CAT é a enzima que
apresenta os níveis de atividade mais significativos, indicando algum stress oxidativo
essencialmente nos peixes intoxicados com 100 µg/L e 200 µg/L. Através dos resulta-
dos obtidos por peroxidação lipídica não é possível concluir que ocorreram danos nas
membranas celulares, apesar de ocorrerem diferenças para os controlos.
Todos os resultados apresentam uma certa variabilidade intrínseca dependendo de
vários fatores como a variabilidade intraespecífica, o sexo, o património genético e a
condição fisiológica.
Seria interessante num trabalho futuro obter informações sobre a especiação química
do Hg, uma vez que a toxicidade deste elemento está associado à mesma, ou seja, ao
estado de oxidação. Relativamente a este estudo e, tendo em conta as diferenças entre as
concentrações nominais de Hg na água comparativamente às concentrações reais, seria
importante estudar com mais detalhe os diferentes mecanismos de perda de Hg, bem como
tentar reduzir os mesmos e assim otimizar os resultados obtidos. Além disso poder-se-ia
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VALORES ASSOCIADOS ÀS AMOSTRAS DE
PEIXE-ZEBRA







( mm ± 0,05 mm )
1 0,14 0,03 27,10
2 0,34 0,09 33,60
3 0,31 0,07 29,60
4 0,18 0,04 29,40
5 0,06 0,01 19,10
6 0,20 0,05 25,00
7 0,24 0,06 29,70
Tabela A.2: Dados D. rerio do grupo exposto à concentração nominal 100 µg/L.






( mm ± 0,05 mm )
1 0,19 0,04 28,10
2 0,25 0,07 32,80
3 0,21 0,05 30,90
4 0,24 0,06 32,50
5 0,17 0,04 20,40
6 0,21 0,05 30,10
7 0,19 0,05 21,00
8 0,18 0,04 31,20
9 0,32 0,08 31,60
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APÊNDICE A. VALORES ASSOCIADOS ÀS AMOSTRAS DE PEIXE-ZEBRA
Tabela A.3: Dados D. rerio do grupo exposto à concentração nominal 200 µg/L.






( mm ± 0,05 mm )
1 0,13 0,02 29,80
2 0,34 0,09 31,10
3 0,13 0,04 24,50
4 0,18 0,03 31,10
5 0,10 0,02 22,40
6 0,19 0,05 27,20
7 0,14 0,03 33,00
8 0,16 0,04 22,70
9 0,13 0,04 26,20
Tabela A.4: DadosD. rerio do grupo exposto à concentração nominal 400 µg/L.






( mm ± 0,05 mm )
2 0,22 0,06 27,60
3 0,16 0,04 30,00
5 0,20 0,03 32,60
6 0,23 0,06 28,50
7 0,23 0,06 31,00
8 0,13 0,03 27,40
Tabela A.5: Taxa de mortalidade para o grupo de controlo e para cada concentração testada.
Concentração (µg/L) Controlo 100 200 400
Indivíduos 9 9 9 9
Total mortos 0 0 0 3











VALORES ASSOCIADOS À TÉCNICA DE EDXRF COM
GEOMETRIA TRIAXIAL
Tabela B.1: Dados associados à concentração elementar média obtida para os vários
elementos presentes nas amostras de 100 µg/L e 200 µg/L.
Elementos 100 (µg/L) 200 (µg/L)
P 3100 ± 14000 30000 ± 20000
Cl 3800 ± 1800 2800 ± 1400
K 13000 ± 5000 11000 ± 3000
Ca 17000 ± 8000 21000 ± 11000
Fe 80 ± 50 60 ± 40
Zn 190 ± 60 190 ± 50
Sr 40 ± 16 60 ± 40
Hg 20 ± 12 50 ± 9
59
APÊNDICE B. VALORES ASSOCIADOS À TÉCNICA DE EDXRF COM GEOMETRIA
TRIAXIAL
Tabela B.2: Dados associados à concentração elementar média obtida para os vários
elementos presentes nas amostras de 400 µg/L e controlo.
Elementos 400 (µg/L) 0 (µg/L)
P 28000 ± 6000 29000 ± 11000
Cl 2800 ± 900 4200 ± 1800
K 14000 ± 3000 14100 ± 5000
Ca 17000 ± 3200 15000 ± 6000
Fe 70 ± 40 120 ± 70
Zn 180 ± 30 170 ± 50
Sr 30 ± 9 40 ± 11
Hg 30 ± 11 ALD











VALORES ASSOCIADOS À TÉCNICA DE µ-EDXRF
Tabela C.1: Dados associados à concentração elementar média de Hg obtida em função
dos tecidos alvos (área visceral, brânquias e cérebro).
Área Visceral (µg/g) Brânquias (µg/g) Cérebro (µg/g)
100 (µg/g) 150 ± 60 50 ± 18 10 ± 8
200 (µg/g) 260 ± 90 200 ± 60 190 ± 80
400 (µg/g) 120 ± 40 80 ± 30 50 ± 30
Tabela C.2: Dados associados à concentração elementar média de Hg obtida em função
dos tecidos alvos (área visceral, brânquias e cérebro) e do sexo.
Área Visceral (µg/g) Brânquias (µg/g) Cérebro (µg/g)
100 fêmeas (µg/g) 150 ± 60 40 ± 20 10 ± 7
100 machos (µg/g) 180 ± 60 70 ± 20 0 ± 0
200 fêmeas (µg/g) 310 ± 90 150 ± 20 210 ± 90
200 machos (µg/g) 250 ± 90 300 ± 60 170 ± 60
400 fêmeas (µg/g) 140 ± 7 90 ± 30 60 ± 30












VALORES ASSOCIADOS À TÉCNICA DE ICP-AES
Tabela D.1: Dados associados à concentração elementar média de Hg obtida para os
diferentes grupos estudados (100 µg/L, 200 µg/L, 400 µg/L e controlo).
Concentração de Hg nominal (µg/L) Concentração de Hg elementar (µg/g)
0 (controlo) ALD
100 8 ± 2
200 20 ± 4
400 20 ± 5
ALD: abaixo do limite de deteção.
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APÊNDICE D. VALORES ASSOCIADOS À TÉCNICA DE ICP-AES









Figura D.1: Reta utilizada para efeitos de calibração para o Hg de baixas concentrações.
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VALORES ASSOCIADOS AO ESTUDO ENZIMÁTICO
Tabela E.1: Dados dos diferentes níveis da atividade da CAT para os diferentes grupos
estudados (100 µg/L, 200 µg/L, 400 µg/L e controlo). Os resultados são apresentados na
forma de atividade CAT ± desvio padrão.
Concentração de Hg nominal (µg/L) Atividade CAT (nmol.min-1.mg-1 Total proteínas)
0 (controlo) 10 ± 2
100 6 ± 2
200 5 ± 3
400 7 ± 4
Tabela E.2: Dados dos diferentes níveis da atividade da GST para os diferentes grupos
estudados (100 µg/L, 200 µg/L, 400 µg/L e controlo). Os resultados são apresentados na
forma de atividade GST ± desvio padrão.
Concentração de Hg nominal (µg/L) Atividade GST (nmol.min-1.mg-1 Total proteínas)
0 (controlo) 0.2 ± 0.2
100 0.2 ± 0.1
200 0.2 ± 0.1
400 0.2 ± 0.1
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Tabela E.3: Dados dos diferentes níveis de peroxidação lipídica para os diferentes grupos
estudados (100 µg/L, 200 µg/L, 400 µg/L e controlo). Os resultados são apresentados na
forma de concentração MDA ± desvio padrão.
Concentração de Hg nominal (µg/L) Concentração MDA (nmol.mg total proteína-1)
0 (controlo) 10 ± 5
100 20 ± 8
200 9 ± 4
400 4 ± 3
Tabela E.4: Dados da influência do Hg como desregulador endócrino para os diferentes
grupos estudados (100 µg/L, 200 µg/L, 400 µg/L e controlo). Os resultados são apresenta-
dos na forma de indução VTG ± desvio padrão.
Concentração de Hg nominal (µg/L) Indução relativa Vtg (%)
0 (controlo) fêmeas 100 ± 5
0 (controlo) machos 0
100 fêmeas 70 ± 30
100 machos 10 ± 9
200 fêmeas 80 ± 20
200 machos 5 ± 8












VALORES ASSOCIADOS À ANÁLISE ESTATÍSTICA
Tabela F.1: Dados associados à análise estatística (teste não paramétrico U de Mann-
Whitney) realizada para a GST. Os resultados estatisticamente significativos (p<0.05)
encontram-se marcados com um asterisco (*).
GST 100 µg/L 200 µg/L 400 µg/L
Controlo 0.64 0.683 0.425
100 µg/L 0.630 0.266
200 µg/L 0.630 0.366
400 µg/L 0.266 0.366
Tabela F.2: Dados associados à análise estatística (teste não paramétrico U de Mann-
Whitney) realizada para CAT. Os resultados estatisticamente significativos (p<0.05)
encontram-se marcados com um asterisco (*).
Catalase 100 µg/L 200 µg/L 400 µg/L
Controlo 0.025* 0.041* 0.197
100 µg/L 0.529 0.519
200 µg/L 0.529 0.366
400 µg/L 0.519 0.366
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Tabela F.3: Dados associados à análise estatística (teste não paramétrico U de Mann-
Whitney) realizada para peroxidação lipídica. Os resultados estatisticamente significativos
(p<0.05) encontram-se marcados com um asterisco (*).
LPO 100 µg/L 200 µg/L 400 µg/L
Controlo 0.794 1.000 0.245
100 µg/L 0.564 0.019*
200 µg/L 0.564 0.009*
400 µg/L 0.019* 0.009*
Tabela F.4: Dados associados à análise estatística (teste não paramétrico U de Mann-
Whitney) realizada para a VTG. Os resultados estatisticamente significativos (p<0.05)
encontram-se marcados com um asterisco (*).
VTG 100 µg/L 200 µg/L 400 µg/L
Controlo 0.644 0.166 0.048
100 µg/L 0.027* 0.008*
200 µg/L 0.027* 0.231
400 µg/L 0.008* 0.231
Tabela F.5: Dados associados à análise estatística (teste não paramétrico U de Mann-
Whitney) realizada para a VTG-Fêmeas. Os resultados estatisticamente significativos
(p<0.05) encontram-se marcados com um asterisco (*).
VTG-Fêmeas 100 µg/L 200 µg/L 400 µg/L
Controlo 0.414 1.000 0.564
100 µg/L 0.349 0.602
200 µg/L 0.349 0.643
400 µg/L 0.602 0.643
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Tabela F.6: Dados associados à análise estatística (teste não paramétrico de U Mann-
Whitney) realizada para a VTG-Machos. Os resultados estatisticamente significativos
(p<0.05) encontram-se marcados com um asterisco (*).
VTG-Machos 100 µg/L 200 µg/L 400 µg/L
Controlo 0.858 0.874 0.393
100 µg/L 0.609 1.000
200 µg/L 0.609 0.317
400 µg/L 1.000 0.317
Tabela F.7: Dados associados à análise estatística (teste não paramétrico de U Mann-
Whitney) realizada para ICP-AES. Os resultados estatisticamente significativos (p<0.05)
encontram-se marcados com um asterisco (*).
ICP-AES 100 µg/L 200 µg/L 400 µg/L
Controlo 0.028* 0.028* 0.037*
100 µg/L 0.021* 0.034*
200 µg/L 0.021* 0.289
400 µg/L 0.034* 0.289
Tabela F.8: Dados associados à análise estatística (teste não paramétrico de U Mann-
Whitney) realizada para µ-EDXRF em relação à área visceral. Os resultados estatistica-
mente significativos (p<0.05) encontram-se marcados com um asterisco (*).
A.V. 100 µg/L 200 µg/L 400 µg/L
100 µg/L 0.034* 0.873
200 µg/L 0.034* 0.005
400 µg/L 0.873 0.005*
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APÊNDICE F. VALORES ASSOCIADOS À ANÁLISE ESTATÍSTICA
Tabela F.9: Dados associados à análise estatística (teste não paramétrico de U Mann-
Whitney) realizada para µ-EDXRF em relação às brânquias. Os resultados estatisticamente
significativos (p<0.05) encontram-se marcados com um asterisco (*).
A.V. 100 µg/L 200 µg/L 400 µg/L
100 µg/L 0.001* 0.149
200 µg/L 0.001* 0.003*
400 µg/L 0.149 0.003*
Tabela F.10: Dados associados à análise estatística (teste não paramétrico de U Mann-
Whitney) realizada para µ-EDXRF em relação ao cérebro. Os resultados estatisticamente
significativos (p<0.05) encontram-se marcados com um asterisco (*).
A.V. 100 µg/L 200 µg/L 400 µg/L
100 µg/L 0.001* 0.077
200 µg/L 0.001* 0.003*












Poster submetido e aceite na conferência Heavy Metals 2016 realizada na FCT-UNL, entre
os dias 21 e 22 Março.
Figura G.1: Poster científico apresentado na conferência Heavy Metals 2016.
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APÊNDICE G. EXPOSIÇÕES DO TRABALHO
Poster submetido e aceite no 1st Biomedical Engineering Workshop 2016 realizada na
FCT-UNL, entre os dias 19 e 20 Maio.
Figura G.2: Poster científico apresentado no 1st Biomedical Engineering Workshop 2016.
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Poster submetido e aceite na conferência EXRS-2016 realizada em Gotemburgo (Suécia),
entre os dias 19 e 24 Junho.
Figura G.3: Poster científico apresentado na conferência EXRS 2016.
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